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プター（Scavenger receptor；SR）、 Toll様レセプター（Toll－like receptor；TLR）およびNLR
（NOD－like receptorまたはNACHT－LRR receptor）などが知られている27・ 28・ 29・ 30）。
一3一
 PRRでは、特に、 TLRが自然免疫系では重要な働きをすることが知られている。 TLR
は、抗原認識モチーフであるロイシンに富む領域（leucin－rich repear；LRR）を細胞外に有し、
LRRを介して細菌、ウイルスまたは真菌といった病原微生物の構成成分を認識する31）。









識し39・ 40）、TLR9は、細菌もしくはウイルス由来非メチル化CpG－DNAを認識する41・ 42・ 43）。
 抗原認識によって伝えられるTLRシグナリングは、免疫関連遺伝子の発現を制御する






有するMyD88が存在する45）。 MyD 88は、 TLR2や4と共役する場合、 deathドメイン同
士の相互作用を介してキナーゼファミリーであるIL－1R－associated kinase（IRAK）46）とTIR
ドメインを有するTIR domain－containing adapter protein（TIRAP）と会合する47・ 48）。そして、
TRAF6を活性化し49）、 TGF一β一activated kinase（TAK）1を介してIKB kinase（IKK）βをリン







 MyD88非依存的な経路として、 TIR domain－containing adapter protein inducing IFN一β









ル伝達経路の活1生化に必要なCaspase activation and recruitment domain（CARD）を有する
Retinoic ac云d－inducible gene I（RIG－1）と同じくRNAヘリケースドメインとCARDを有する
Melanoma differentiation associated gene－5（Mda－5）が報告された59・ 60・ 61・ 62）。 RIG－1および




21 64’ 65’ 66）キンギョでTLR2267）、ゼブラフィッシュでTLR I、2、3、4、5、5 soluble fomi、
7、8、9、18、19、20、21：および2268’69）、トラフグでTLRI、2、3、5、5soluble form、7、
8、9、18、21および2270）、ニジマスでTLR5、5soluble fb㎜および22 71’ 72’ 73）、ヒラメよ
一5一
りTLR 1（unpublished data）、2、5 soluble form（unpublished data）、9および22が報告され
ている74・ 75）。また、シグナル伝達を担うMyD88、 TlcAM、 TRAF、 IRAKおよびIKKな

















































































































メ（Paralichthys olivaceus）、トラフグ（勘g〃励吻θ5）、 ヨーロッパヘダイ（Sparus aurata）
およびターボット（Scophthalm us MCIxi〃zus）からIRU’一・111s・116・117）が、 ニジマース
（Oncorhynchus mykr’ss）からIRF－1およびIRF－2118）が、ケツギョ（Siniperca ehuatsi）から







 1RF－4遺伝子は、解析された機能の違いから、 PU．1－interaction partner（PIP）、 ICSBP in
一IO一
adult T－cell leukaemia cell lines or activated T cells（ICSAT）ならびにLymphoid－specific IRF
（LSIRF）として知られている125・12◎127）。 IRF－4の発現は、 B細胞、 T細胞およびマクロファ
ージなどの免疫システムに関与する細胞に限定される125・128）。脾臓T細胞では、CD3特
異的抗体によって発現が誘導され、脾臓B細胞では、IL－4、 IgMもしくはCD40特異的抗




























DBDおよびIAD Iを有している。 IRF－IOは、 T細胞応答を促進するコンカナバリンA
（Concanavarin A）、1型IFNおよびII型IFNで発現が誘導され、抗ウイルス応答に関与し















































 IL」10R1にはJanus kinase l（JAK 1）が、 IL－10R2にはTyrosine kinase 2（Tyk2）が結合してい
る。リガンドの結合によってリン酸化し、IL－10R 1の二つのチロシン残基がリン酸化され、
そこにSTAT3が結合して活性化することでSTAT 3が標的遺伝子を転写誘導する。この






CD80およびCD86 などの共刺激分子、 MHC class II、 IFN一γおよびIL－12などのサイト
カインの発現を抑制する。さらに、貧食作用などを抑制する。一方、B細胞に対しては、
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 cDNAの合成には2μgのTotal RNAを用いた。2pgのTotal RNAに50nMのオリゴ（dt）
（20mer）および5plの2mM dNTPs（Fermentas， USA）を加え、 DEPC水で12μ1に調整し、
65℃で5分間インキュベートした。インキュベート後に4μ1の5X Buffer（Invitrogen， USA）、
一18一






















































 ハイブリダイゼーション後、メンブレンを2x SSC／0．1％SDS中で5分間、 lx SSC／0．1％
SDS中で5分間および0．1x SSC／0．1％SDS中で5分間を65℃でゆるやかに振塗しながら洗
浄した。洗浄を終えたメンブレンはキムタオルの上に置いて風乾し、次いで、ラップに包
み、カセット（Fuj i film， Japan）にセットし、 IPシート（Rji釦m， Japan）を重ねて一晩感光






















25mM Tris HCl［pH8．0］、10mM EDTA［pH 8．O］）を100μ1加え、ボルテックスミキサーを用い
て菌体を懸濁した。次いで、Solution II（2％EDTA、0．4N NaOH）を200μ1加えて、静かに

























 DNA塩基配列の決定にはTherrno sequence fluorescent labelled primer cycle sequencing kit
with 7－deaza－dGTP（Amersham Biosciences， USA）を用いてサイクルシークエンス法により
行った。PCRに用いたプライマーおよび条件はTable 1およびTable 3に示した。 PCR一用
微量マイクロチューブ（2001il）に400ngのプラスミドD：NA、蛍光ラベルプライマー（M 13
ForwardあるいはReverse）0．1μ1、蒸留滅菌水を加えて総量を3plとし、それらにA、 C、 G、
Treagentを1μ1ずつ加えた。次いで、 PCR反応を行った。反応後、 Loading dye fiuorescent
samples（Amersham Biosciences， USA）を2μ1加え、よく混合し反応を停止させた。 PCR産物
は遮光して保存した。
 DNAシークエンスゲルの作製するためにLong Ranger（FMC Bio Product， USA）を4．8ml、


























うに設計したプライマv一一一L（Table l）を用いてサブクローニングを行った。 Table 2および
Table 3で示した条件でPCRを行った。 PCRにより増幅されたDNA断片のクn一ニング
一24一
には、pGEM－T Easy vector systems（Promega， USA）を用いた。アガロースゲルから精製され
たDNA溶液を3．5μ1に、キットに添付されていた2x Ligation bufferを5μ1、 pGEM－T Easy
vectorを0．5pl、 T4 DNA Ligaseを1μ1を加え、ヒ。ペッティングにより混合した。次いで、
4℃で15時間インキュベートした後、5μ1を形質転換用のD：NAとして使用した。
1－1－12．コンピテント細胞の調製












































































てβ一actlnを用いた。さらに、 LPSあるいはPoly I：Cで刺激した末梢血白血球、 E． tarda一に
感染させたヒラメ腎臓およびVHSVに感染させたヒラメ腎臓は、 LPSあるいは細菌感染
のポジティブコントロールとしてIL－1βおよびPoly I：cあるいはウイルス感染のポジティ













 転写開始点の決定には、5’Rapid amplification of cDNA ends（5’RACE）法を用いた。
5’RACE法に用いるcDNAの合成にはヒラメ脾臓を用いてSMART RACE cDNA
Amplification kit（Clontech Laboratories， USA）を使用した。精製したヒラメ脾臓の1μgの
Total RNAに、キット添付の5’一CDS primerを1μ1、 SMART II oligoを1μ1加え、総量を
5μ1とした。70℃でインキュベートした後、氷上にて静置し、混合溶液2plの5x First－
strand buffer、1μ1の20mM DTT、1μ1の10mM dNTP Mix、1μ1の200U／ml M－MLV reverse
transcriptaseを加えた。次いで、ピペッティングにてよく混合し、42℃で90分間インキュ
ベートを行った。その後、Tricine－EDTA bVffer（10mM Tricine－KOH［pH 8．0］、1mM EDTA）
を100pl加えて72℃にて7分間加熱した後、 PCR反応の鋳型として用いた。
 PCRプライマーはキットに添付されていたUniversal nested primer（Clontech Laboratories，




























 インキュベート後、メンブレンをDenaturation Buffer（Table 4）中で5分間を一回、








































3130x1ジェネティックアナライザー（Applied Bioosystems， USA）、 BigDye⑧Te㎜inator
v3．1 Cycle Sequencing Kit（Applied Bioosystems， USA）および特異的プライマーを使用したプ
ライマーウォーキングを用いたサイクルシークエンス法で行った。
 本章2－2－5で抽出したBACプラスミドを05－1．Oμgに調整し、1μ1のBigDye⑪
Terminator Ready Reaction Mix（Applied Bioosystems， USA）、3．5μ1の5x Bigl）ye⑪ Sequencing
Buffer（Applied Bioosysterns， USA）および1両の3．2pmol／μlno
特異的プライマー（Table 1）を加え、滅菌蒸留水で総量20μ1に調整した。次いで、






Bioosystems， USA）を加えてタッピングおよびスピンダウンし、 MicroAmp Optical 96 well
Reaction Plate（Applied Bioosystems， USA）に全量を移した。そして、95℃で2分間インキュ
ベートし、5分間氷冷した。氷冷後、96wellプレートをプレートベースとプレートリテー
ナーに取り付けシークエンサーにセットした。
 3130xlジェネティックアナライザー（Applied Bioosystems， USA）のメインスイッチを入
れ、3130POP－7（Applied Bioosystems， USA）、 Genetic Analyzer Buffer with EDTA（Applied
Bioosystems， USA）および蒸留水が十分量あることを確認した。コンピューター（Windows
XP Professional SP2， Microsoft， USA）より3130／3130xl Data Collectionを起動し、ブラウザが
起動させた。まずGA ihstruments／ga 3 1 30xl／Plate Managerより：Newボタンをクリックし
New Plate Dialogを立ち上げ、各Nameを入力し、 ApplicationをSequencing Analysisに設
定した。Sequencing Analysis Plate Editorが表示された後に、 Results Group 1をデータの保
存先に設定した。Instrument Protocol lをPOP7用に作成したRapidseq36＿POP7＿v3に、



















































 LPsあるいはPoly 1：cで刺激した末梢血白血球およびE． tardaあるいはvHsvに感染さ
せたヒラメの腎臓におけるヒラメIRF－10 mRNAのコピー数をReal－time RT－PCR法によっ
て定量的に測定した。内在性コントロールとして、末梢血白血球では、Elongation factor
Iα（AUO90803）を、腎臓にはRibosomal protein L 10（AUO50650）を使用した。検量線には、
Real－time RT－PCRで増幅する領域を含む約250bpの領域に設計したTable lのプライマー
を使用した。テンプレートとしてヒラメ腎臓cDNAを使用し、 PCR条件はTable 3に示し






 Real－time RT－PCRを行うために、96－well plate（Applied Biosystems， USA）に10μ1の2x





















Table 1． Primer list
Primer name Sequence（5冒一→3冒）
Universal sequence （for all cDNA）
   M13－F





   IRF4－CF
   IRF4－CR
   IRF4－IF
   IRF4－2F
   IRF4一一3F
   IRF4－1R
  工R：F4－2R










eDNA （subcloning） and BAC （primer walking）
   IRF I O－CF TATCGCATCCAGCAGGACAG
   IRF I O一・CR CTGGATACTCTTCTCCAAAG
   IIRF I O－FF CGCTCTCATCATCAGGCTGC
   IRF IO－FR CATCAGATCCACATGCCACG
一38一
   IRFIO－RF
   IRFlO－RR
   IRFlO－PlR
   IRF 10－P2F
   IRFIO－P2R
   IRFIO－P3F
   IRFlO－P3R
5，一RACE
   IRF工0－TISl
   IRFIO－TIS2 （nested）
BAC （primer walking）
   IIRF lO－BAC l
   IRF IO－BAC2
   1RFIO・一BAC3
   1RFIO－BAC4
   1RFIO－BACs
   JRFIO－BAC6
   1RFIO－BAC7
   1RFlO－BAC8
   1RFIO－BACg
   IRFlO－BAClO


























   B－actin－F
   6・一actin－R
   ILIP－F
   ILIB－R
   ILIO－F
   ILlO－R
   IRF4－F
   IIRF4－R
   Mx protein－F












   IRF I O－longF
   IRFIO－longR
   IRF I O－shortF
   IRF 1 O－shortR
   EF 1α一longF
   EF 1 ct－longR
   EF 1 ct－shortF
   EF 1 a－shortR
   RPL I O－longF

















EF ＝＝ Elongation factor
IL＝lnterluekin
IRF ＝＝ lnterferon reguratory factor
RP＝ Ribosomal protein
TNF＝Tumor necrosis factor
long； for standard carve
short； for detection
一41一
Table 2． Reagent for PCR
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       5
       2
       2
      0．5
       2










       2
       2
       1
       1
      0．1
       1
   Uめt・20
Amplification of capilary sequence template
一42一
1 OX PCR buffer
2m［Dvf dNTP mixture
lOmM primer F





        5
        5
       2
       2
       0．5
        2
   Up to 50
一43一
Table 3． PCR cycle condition










Extension step 720c 5min．
































































Filtered 1 M MgC12






















































O．5M Tris－Hcl ［pH 7．5］
lmM EDTA
Wash buffer













DEPC （Diethylpyrocarbonate） treated water．
O．10／o DEPC in distilled water
Incubate for 2 hours at 370C and sterile by autoclave．
一48一
Table 5． Reference of amino acid sequences














































































































































































Mx proteinは、 Poly 1：C刺激3時間および6時間後で発現が検出された（Fig．7）。
1－2－3．E艀ぬあるいはVHSVに感染させたヒラメの腎臓における発現動態
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Fig． 2． Nucleotide and deduced amino acid sequences of Japanese founder IRF－4 cDNA
Red box：DNA binding domain， Pu町）1e box：Nuclear localization signal， Blue bOx二IRF ass㏄iation domain，
Green box： Auto－inhibitory domain， （heen uiangle： IRF characteristic tryptophan residue， Purple vvord and
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Fig． 3． Alignment of N－terminus amino acid sequences of IRF－4
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Fig．4． Alignment of C・tem1血ius amino acid sequences of IRF・4






























































































































Fig． 6． Japanese flounder IRF－4 mRNA expression in various tissues detected by RT－PCR
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Fig． 7． Japanese fiounder IRF－4 and positive control genes mRINA expression in LP S or Poly 1：C
     stimulated PBLs detected by RT－PCR
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Fig． 8． Japanese flounder IRF－4 and positive control genes mRNA expression in kidney ofE tarda
     or VHSV infected fishes detected by RT－PCR
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Fig． 9． Nucleotide and deduced amino acid sequences of Japanese founder IRF－10 cDNA
Red box： DNA binding domain， Purple box： Nuclear localization signal， Blue box： IRF association domain，
Green triangle： IRF charaeteristic tryptophan residue， Purple word and underline： rnRNA unstable AU－rich motiC
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            Fig． 1 1． Nignment of C－terminus amino acid sequences of lRF－10











                      Fig． 12． Exon／lntron structure of IRF－10
 Green fegion： Untranslated region， Light blue region： Open reading flarne， Purple region： unknown sequences，
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Fig． 15． Japanese fiounder IRF－10 mRNA expression in LPS or Poly 1：C stimulated PBLs （N ：3）
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Fig． 17． Japanese flounder IRF－10 mRNA expression in kidney ofVHSV infected fishes （N＝3）
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Fig．18． Nucleotide and deduced amino acid sequences of Japanese founder皿，・10 cDNA
  Green box：Signal peptide， Underline：IL－10 specific motif；Red triangle：皿．一10 specific cysteine／residue， Purple
arrow：Fish Iレ10 specific cysteine residue， Purple word and underline：mRNA unstable AU－rich motif；Red word
and underline： polyadenylation signal， Red word： Poly （A）
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Fig．19． Ahgnment of am血。 acid sequences of lL－10
Orange word：Signal peptide， Underline：皿x l O specific motif；Red triangle：IL－10 specific Cysteile！esidue，
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Fig．20． Phylogenetic tree of皿」一10 family member
一78一
●一
      七































Fig． 21． Japanese flounder IL－10 mRNA expression in various tissues detected by RT－PCR
一79一
               Contrel LPS Pely 1：C





Fig． 22． Japanese fiounder IL－10 and positive control genes mRNA expression in LPS or Poly 1：C
       stimulated PBLs detected by RT－PCR
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Fig． 23． Japanese fiounder IL－10 and positive control genes mRNA expression in kidney ofE． tarda



























 IRFのC末端には共役分子と会合し、 IRFを活1生化するIADが存在している。 IRF－4で
は、この領域にNuclear factor of・activated T cellsが結合することでリンパ球の分化に関与
しているInterleukin－4（IL－4）の転写を誘導する136）。また、 PU．1が結合することで、免疫グ
ロブリン三二のK鎖の転写誘導を行う157）。さらに、Signal transducer and activator of
transcription 6（STAT6）と結合することで成熟B細胞の表現マーカーであるCD23の転写を
誘導する157）。しかしながら、IR．F－8と結合した場合はInterferon（IFN）一stimulated gene 15
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